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( W09116425A ) Light-induced immobilisation of biological molecules (I), e.g. 
proteins, nucleic acid, carbohydrates or lipids, comprising covalently binding (I), in 
monomolecular layers on photo-activatable carriers by irradiation with light or 
application of electrical energy. 

USE/Advantage - Proteins, carbohydrates and nucleic acids are immobilised for 
chemical analysis or structure elucidation; antigens, antibodies, haptens, etc. (which 
retain their biological activity) for analytical uses; enzymes, receptors and 
immunological active substances for prepn. of biosensors, proteins, lipids and/or 
carbohydrates are bonded to implants so as to inhibit rejection of foreign 
substances, and proteins (or their fragments) are immobilised to produce molecular 
switching elements. 

This process allows regiospecific and topological orientation of (I) on 'inert' surfaces, 
and avoids the damaging effects of heat-induced immobilisation. It is very simple; 
allows immobilisation on microtitre plates without pretrealment, and provides high 
binding yields. 
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PATENTANISMKUCHE 1. Verfahren zur lichtinduzierten Unmobilisierung von 
Biomolekulen (z.B. Eiweiss-stoffen, Nukleins^uren, Kohlehydraten, Lipiden)zum 
Zweck einer analytischen, diagnostischen, medizinischen und/oder gewerblichen 
Verwendung dadurch gekennzeichnet, dass Bio- molekule, in monomolekularen 
Schichten auf photoaktivierbare Tragermaterialien durch Einstrahlen von Licht Oder 
Applikation elektrischer Energle kovalent gebunden werden. 
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(57) Abstract 



The invention concerns a process for the phdtochemicaliy induced immobilization of biomolecules (protein molecules, nuc- 
leic acids, lipids, carbohydrates). The process makes it possible to immobilize biomolecules by covalent bonding in molecular lay- 
ers on "inert" substrates. The bonding reaction is activated by light irradiation in the absorption region of photo- activatable rea- 
gents or by supplying the appropriate amount of electrical energy and therefore is not aggressive. Substrates (e.g. glass, organic or 
inorganic plastics, silicon films, mica) are pre-treated by prior art methods in such a way that they can be derived with betero-bi- 
functional photo-activatable wetting-agent molecules. J^ultiple-derived polymers can also be used as linker molecules to simul- 
taneously bond ligand and substrate. Diazirines or aryl azides, for instance, can be used as the photo-activatable function. The 
chemical properties of the non-photo-active heterofunctions depend on the functional groups with which the substrate or linker 
molecules were previously derived (e.g. amino, carboxyl, thio groups). Coating the substrate with a hetero-bifunctional wetting- 
agent molecule gives a substrate with a photo-active surface coating. Owing to the high reactivity of the photo-generated interme- 
diate products (carbenes, nitrenes), biomolecules of difPerent chemical composition are covalently bound by light activation of the 
substrate, without the need for limiting reaction conditions. Length of irradiation time and intensity and wavelength of the light 
used (i.e. the energy used), as well as the frequency of occurrence of the photo-activatable groups on the substrate (packing densi- 
ty) determine the bondii^g efficiency and the size of the area occupied. 



(57) Za^meiifassiiiig Die Erfmdung bclrifft cin Veifahrcn zur photochemisch induzicrtcn IramobiHsiening von Biomole^ 
kfllcn (EiwcissmoIcIriilcD. Nuklcins§urcn. Upiden. Kohlchydraicn). Das Verfahren ennOglichi die kovalcnte ImmobilisiaunR 
yon Biomolekfllcn in molekiUaren Scbichten an "inerte" Tragermaterialicn. Die Kopplungsreaktion wird durch Uchtcinstrahluiig 
im AbsorpUonsbcreich der photoaktivicrbaren Reagcntien oder durch Applikation dcr cntsprechenden elcktrischen Encraiean^ 
gdOst und ist desbaJb sehr schonend. TrSgennaterialien (z.B. Glas, organischc oder anorganiscbc KunsistofTc SUiziumschichtea. 
Glimmer) werdcn nach bekannten Verfahren dcrart vorbchandclU dass sic mit hctcrobifunktionellen. photoakti>aerbartn Vernet- 
zermoIekOlen denviert werden kdnnen. Ebenso kSnnen mehrfach-deriviertc Polymcrc als Unkcrmolekiilc zur gleichzeitigcn 
Kupplung von Ugand und TragennatcriaJ eingcsetzt werdcn. Als photoaklivicrbare Funktion werden beispielsweise Diaarinc 
Oder Aiylazide verwendet. Die chemischen Eigenschaften der nicht photoaktiven Heterofunktionen richlcn sicb nadi den funk- 
uondlen Gnippen, mit dencn dasTrSgennaterial oder das Unkeimolekfll vorgingig denviert wird (z.B. Amino- Carbozyi- 
TTiiolfunkdon). Durch Belegung des TrSgers mit einem heterobifunktionellen VcmctzermolckQI resulticft ein Trftgcnnatcrial mit 
photoaktiver Oberfiachenbcschichtung. Aufgrund dcr hoben Reaktivitfit der pbotogcnerierten Intcrmacdiflrprodukle (Carbenc, 
Nitrene) werden Biomolekule mit unterschiedlicher diemischer Zusammensetzung ohnc Vorgabe einschrfinkender Reaktionsbe^ 
dingungcn durch Lichtaktivicrung des TrSgers kovalent gebunden. Daucr und Abmessung des eingestrahltcn Uchtcs (Energic) 
aber auch die Haufigkeil der photoaktivicrbaren Giuppcn auf dcm TragermateriaJ (Bclcgungsdichte), bcstimmen die KuppluMS^ 
cfTizienz und die Grosse des zu belegcndcn Bereiches. ^ 
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BESCHREIBUNC DER ERFINDUNG 

Verfahren zur licbtinduzierten Immobllisienzng von BiomalekfUen an chemisch "inerten** 

Oberfldcben 

Die Erflndung betriffc ein Verfahren zur licbtinduzierten Immobilisiening von BiomoIekQlen 
in monomolekularen Schichten unter Verwendung von photoalctivierbaren Arylaziden oder 
Diazirinen als molekulare Klebstoffe. 

AusgelOst durcb die schnelle Entwickiung und Miniaturisierung von bioanalytischen Methoden 
einerselts, und den Fortschritten der Diosensortechnik andererseics besteht ein reges Inte- 
resse, die Wechselwirkung zwischen Biomolekulen und Oberflftchen organisch-synthetischer 
Oder anorganiscber Natur besser zu verstehen. Gleichwertig in der Bedeutung ist die 
Entwicklung von Methoden zur wirksamen, chemisch stabilen Kopplung von BiomoIekQlen an 
TrSgermaterialien, wobei erstere weder chemisch vorbehandelt noch extremen 
(Kopplungs)Reaktionsbedingungen ausgesetzt werden mOssen. Analsrtisch/diagnostische Verfah- 
ren und die Herstellung von oberflfichen-aktiven Biosensoren erfordem eine geeignete Ver- 
ankening der Wirkstoffe in monomolekularen Schichten. Weil die OberflAchen vieler, zu die- 
sem Zweck bisher eingesetzten Trfigermaterialien keine oder wenig geeignete chemisch 
reaktive Funktionen besitzen, wurden BiomolekOle bisher meist oberflSchendeckend mittels 
gruppenspezifischen Modifikationsreaktionen an vorbehandelte Trdgermaterialien gebunden. 
Cbemische Immobilisierungen dieser Art sind grundsdtzlich mOglich. Das Verfahren setzt je- 
doch das Vorhandensein von funktionellen Gruppen voraus, die sich gezielt aktlvieren lassen. 
Zudem kann die monomolekulare Belegung von Oberfldchen mit bisher verwendeten Verfah- 
ren lediglich oberflachendeckend durchgefuhrt werden (bulk-Verfahren). 

Es ist das Ziel der Erfindung makromolekulare Stoffe, insbesondere BiomolekQle, regiospezi- 
fisch und topologisch orientiert an chemisch "inerte" Oberfldchen zu binden. Es sollen 
Methoden aufgezeigt werden, die erlauben, monomolekulare Schichten von biologisch aktiven 
Wirkstoffen (ElweissmolekQIe, Nukleinsfturen, Kohlehydrate» Lipide, niedermolekulare Wirk- 
stoffe) uber geeignete Vemetzer an festen Phasen (Trfigermaterial) von unterschiedlicher 
chemiscber Natur zu immobilisieren. Zur kovalenten immobilisierung sollen photoaktivierbare 
VemetzennolekQle eingesetzt werden. Photoaktivierbare Reagentien sind den thermo-chemi- 
acfaen Vemetzungsreaktionen flberlegen, weil die Reaktion photo-optisch oder durch gezielte 
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Applikation elektrischer Energie bezQglich Ort und Abmessiing selektioniert und die 
Kopplungsreaktion zeitlich kontrolliert ausgeldst werden kano. 

In der vorliegenden Arbeit werden zwel Verfafaren beschrieben, deren Anwendung die photo- 
chemtscbe Immobilisiening von BiomolekOlen an "inerten" Trftgem zur Folge hat. Die kova- 
lente Bindung der BiomolekOIe an den Trftger erfolgt Qber photogenerierte Carbene oder 
Nitrene. Carbene, ebenso wie Nitrene sind chemisch Ausserst reaktive Zwischenprodukte* Sle 
sind geeignet» BiomolekQle durch Insertionsreaktionen in C-H, C-C, C«C, N-H» O-H, S-H 
Blndungen kovalent zu binden. Das resultierende breitgefficherte Reaktionsspektrum der 
photogenerierten Carbene tmd Nitrene Qbertrifft deshalb die tbermo-cbemiscben Modlfi- 
kationsreaktionen bezQglich den erforderten Reaktionsbedingungen. Durch Einsatz von 
Laserlichtquellen oder durch Applikation der, zur Aktivierung der reaktiven Funktlonen er- 
forderlichen Energie, kOnnen kleinste Oberflftchen selektiv aktivlert und mit BiomolekOlen 
moncunolekular belegt werden. 

Die photochemisch induzierte Inunobilisiehing von BiomolekOlen kann, unter Verwendung 
eines mehrfach derivierten Linkermolekfils in einem einzigen Reaktionsschritt erfolgen. 
Anderselts kann eln zweistufiges Verfahren durchgefOhrt werden. Letz teres setzt die kova- 
lente chemische Kopplung eines (niedermolekularen) VemetzermolekOls an den Trfiger 
voraus. 

Das erstgenannte, einstufige Kopplungsverfahren besteht aus den folgenden Teilschritten. 

1. Ein Linkermolekul (z.B. ein synthetisches oder natOrliches Polymer) wird mit heterobi- 
funktionellen, photoaktivierbaren Vemetzermolekulen (z.B. 3-(TrifluoromethyI)-3-(m- 
isothiocyanophenyDdiazirin oder 3-(Trifluoromethyl)-3-(m-aminophei^l) diazirin) mehr- 
fach deriviert Photolinkerpolymer). 

2. Das Photolinkerpolymer wird auf die "inerte" Oberflfiche aufgetrocknet. 

3. Zu immobilislerende BiomolekQle werden gel6st auf die photolinker-belegten Oberflftche 
aufgetrageo. Das LQsungsmittel wird partiell oder ganzHch entfemt. 
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4. Durcb Einstrahlen von Licht mit geeigneter Wellenlftnge (Diazirine: 350 nm) werden 

t die photoaktivierbaren funktioneDen Gruppen aktiviert und die Kopplungsreaktion bus- 

geldsu 

5. Nach erfolgter Photokopplung werdeD nicht-gebundeoe BlomoIekOle dtirch mehmialiges 
Waschen der Oberfldche (z.D. durch Filtration) entfernc Mit diesezn Schritt kOnnen 
gleiclizeitig Begleitsubstanzen (Pufferkomponenten, Salze, Detergentien) ausgetauscht 
Oder aus dem System entfemt werden 

Fur das zweistufige Inunobilislerungsverfahren sind die foigenden Teilschritte notwendig: 

1. Das Tr&germaterial (z.B, Glas, polymere Werkstoffe, Siliziumoxld, Glimmer) wird nach 
bekannteo Verfahren mit funktionellen Gruppen belegt (z.B. EinfOhrung von prim&ren 
Oder sekundftren Aminen, Carboxylgnippen, Thiolfiinktionen). 

2. Derart modifiziertes Trfigermaterial wird mit heteroblfunktlonellen photoaktivierbaren 
Vemeuermolekulen (z.B. p-Azidophenyl-isothiocyanat, 3-(trinuon)roethyl)-3-(m- 
isothioc3ranopheny!)diazirine, p-Azidoanilin, 3-(trifluoromethyI)-3-(m-amino- 
phenyUdiazirlne oder N-{4-Azidopheny]thio)-phthalimid) deriviert und zum photoaktivier- 
baren Tr&ger umgesetzt. 

3. Zur Immobillsierung werden die BiomolekQle durch Eintauchen in Ldsungen, durch Auf- 
tropfen (Adsorption) oder mittels elektrophoretischen Methoden (Elektrtiblotting) mit 
dem photoaktivierbaren Trdgennaterial in Kontakt gebracht. 

4. Durch Einstrahlen von Licht definlcrter Wellenlftnge oder Applikation der entsprechen- 
den Energie (Arylazide 260 nm; Diazh-ine 350 nm) werden die Tr&ger tmter Inertgas 
aktiviert. Damit wird die Kupplungsreaktion ausgelOst. 

5. Nach erfolgter Kupplung werden nicht-gebundene BiomolekQie durch mehrmaliges 

» Waschen des TrAgers oder durch Filtration entfemt. Bel diesem Schritt kOnnen gleich- 

zeltlg Begleitsubstaiizen (Pufferkomponenten, Seize, Detergentien) ausgetauscht oder 
* entfemt werden. 
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6. Daznit sind die mlt BiomoIekQlen belegten Trftger zur Anwendung bereft. Falls das 
TrAgermaterial durch regioselektive Aktlviening der Oberflftche reglospezifisch mit 
mehreren BiomoIekQlen (2.B. Rezeptoren, Eozymen, Immunoreagenzieo) belegt werden 
soli, kdnnen die Schritte 3 bis 6 mehrfach wiederbolt werden. AnwendungsmOgllchkei- 
ten sind in den PatentansprOchen 2 bis 6 umschrieben. 

Beispie] einer Anwendung des Einschritt-Kopplimgsverfabrens 

In Analogie 2u bestehenden inununologischen Verfahren k6nnen Proteine (Streptavidin, 
Immunoglobuline) und erstmals auch Niikleinsauren in einem crstaunllch einfachen Prozess 
kovalent auf Mlkrotiterplatten immobilisiert werden. Das Vorgchen (PhotoLink) verlangt 
kelne spezielle Vorbehandlung des zu bindenden Blomolekfils und handelsQblicbe Trflger- 
materialien (z.B. Nunc Immunoplate Maxisorp) kGnnen ohne Vorbehandlung verwendet wer- 
den. Mikrotiterplatten werden mit einem Polymer (PolypepUd) belegt, welches vorgftngig 
mehrfach mit photoaktivierbaren funktionellen Gruppen besttlckt wurde (PhotollnkerpepUd). 
Die Immobilisation erfolgt nacb Belichtung durch CarbeninserUon. Die am Tr&germolekQl 
angebrachten photoaktiven funktionellen Gruppen (2.B. Diazirine) reagieren gleichzeltig mit 
dem zu bindenden MolekQl (z.B. Protein, DNS, Immunoglobulin) und mit der zu belegenden 
Oberflache (z.B. Polystyrol). 



Herstellung des Photolinkerpeptides 

Rinderserumalbumin (80 mg) wird in 14 ml TEA/HAc-Puffer, pH 10.5 (100 mi HjO, 100 ml 
Aceton, 1 ml Triethylamin, 1 ml Essigsfiure (2 M)) suspendiert und im Ultrascballbad 
beschallt bis die Lfisung klar ist. Zu 24 ^\ 3-(Trifluoromethyl).3r(m-aminophcnyl)diazirin 
{TRIMID, bergestellt nach Doldcr ct al. (1990) J. Prot. Chem. 9, 407-415) in Tetrachlor« 
kohlenstoff werden 6 ml Aceton gegeben. Protehilftsung und Reagens werden in einem 100 
ml Rundkolben gemischt und wahrend einer Stunde bei 70«>C riickflusslert. Die Reaktionsld- 
sung wird anschliessend dreimal mlt je 30 ml Heptan/EssigsAureethylester (6:3 v/v) extra- 
hicrt und die organlsche Phase verworfen. Die Wasserphase wird tiber Nacht lyophilislert. 
Das trockene Produkt wird in 6 ml 0.4% (w/vj Natrium Dodecylsulfat in PBS (150 mM 
NaCl, 5 mM Natrium Phosphat pH 7,4) suspendiert und beschallt bis die Ldsung klar Ist. 
Zur weiteren Reinigung wird das Produkt an Sephadex G-15 medium in PBS 
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chromatographiert und die vereinigten protelnbaltigen Fraktlonen 48 Stunden gegen 
bidest dialyslert (Spectrapor cut off 6(H)0-8000). Nacb Lyophilisation wird das Produkt bei 
aufbewahrt. 



Belegen der "inerten" Oberflficbe 

Die Realctionsgefftsse der Titerplatten (Nunc-Ixmnuno Module^ Polysoip F8) werden mit je 
40 111 Photollnkerpeptid in (entsprecbend 1 nMol TRIMID-deriviertem Rindersenimalbu- 
min) versetzt. Der Boden des Reaktionsgefftsses soil gleichmdssig benetzt sein. Die Reaic* 
tionsgeffi&se werden anschliessend am Wasserstrablvakuum wAhrend einer Stunde bei 
Raumtemperatur getrocknet. Derart belegte Titerplatten kdnnen Hchtdicht verpackt bei 
-20^C mindestens 3 Monate aufbewahrt werden. 

Applikation der Diomolekuie und licbtinduzierte Immobilisierung 

Die zur Inunobilisierung eingesetzten Blomolekule (Liganden) werden in einem beliebigen 
Puffersystem gelOst {zJB. 1 mg Streptavidin in 2 ml PBS) und bis zur gewunscbten Endkon- 
zentration (z.B. 10 bis 1000 pMol Streptavidin pro 30 ^\) verdOnnt. Die mit Photlinkerpeptid 
belegten ReaktionsgefSsse werden mit 30 LIgandlOsung versetzt und zwei Stunden bei 
Raumtemperatur am Wasserstrablvakuum getrocknet. Zur Photoaktivierung werden die Reak- 
tionsgefasse 5 > 30 Minuten der Strahlung von UV Lichtquellen (z.B. parallel angeordnete 
UV (366 nm) R6hren, Silvania F8T5/BLB USA, 8 Watt oder Quecksilberdampflampe HBO 
350, Osram mit der auf Seite 11 beschriebenen Filterkomblnation) ausgesetzt, und anschlies- 
send Je 5 mal mit PBS, 5 mal mit H2O und zwelmal mit Alkobol gewaschen* 

Quantitativer Nachweis der Immobilisierung 

Die Immobilisierung von Streptavidin wird durch Zugabe von radioaktiv markiertem I^^C}- 
Biotin quantifiziert. Nach beschriebenem Verfahren immobilisierte Immunoglobuline kdnnen 
mit einem zweiten Antikdrper komplexiert werden, welcher alkalische Phosphatase kovalent 
gebunden trfigt imd somit das Substrat p-Nltrophenylpbospbat umseuen kann. Freigesetztes 
p-Nltrophenol wird durch Absorptionsmessung (405 nm) in kommerzlell erbaitlichen ELISA- 
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Reader GerAten quaoUtattv bestimmt. In analogem Vorgeben kann Dlgoxigenin markierte 
DNS gekoppelt und Ober antl-Dtgoxlgenio AntlkOrper und alkallsche Phosphatase nachgewle- 
sen werden. 

Die kovalente taimobUIsiening von BiomolekQlen verschledener Klassen lllustrlcrt das breitt 
Anwendungsspektnim und grosse AnwendungspoteoUal des weltgehend standardblerten Ver- 
fahrens. Die Ausbeuten an gebundenen IMolekQlen sind gut. Das Verfahren Itost sich uneio- 
geschrftnkt in bestehende Analyseprozesse {2.B. ELISA) integrierai. Die Nachweisempfind- 
lichkeit liegt im Bereich analoger Metboden, welcbe auf tfaermo-cfaemlscber Immobillsiening 
benihen {2.B. Ausbildung einer Amidbindung, Borbydrid RedukUon). Nebst der Unabhangigkelt 
von funktionellen Gnippen am Liganden und der Unabb&nglgkelt von einscfarankendeo Reak- 
Uonsbedingungen, sind die Mehrfachverwendung anUgen-belegter IMikrotiteiplacten und die 
einfach durchfjjhrbare Kopplung von Protelnen und NukleinsSuren von analytiscber und 
verfahrenstecluiischer Bedeutung. 

Das Verfahren stellt erstmals eine anwendbare. enirobte Metbode nir taimobllislening von 
BtomolekOleo dar. die bis zur IMarktreife entwickelt werden konnte. Ein bedeutender Vortcil 
des bescbriebeoen Vorgehens 1st die Tatsache, dass Diazirine bei fensterglas-gefUtertem 
Tageslicht gehandhabt werden kOnnen. Ihre Aktivierung erfolgt bei 350 nm mit konunerziell 
erhaltlidien BeleucbtungsgerSten. 

Beispiel einer Anwendung der Zwei-Schritt InunobilUierung 

Das Verfahren soli anhand der Sequenzanalyse eines Hexapeptides dargelegt werden. Stell- 
vertrctend fiir biologiscb aktlve Peptide die in KOiperflOsslgkeiten in grosser Verdunnuiig 
vorkommen, wird ein Idslicbes Peptid mit der Aminostaresequenz NHj-Leu-Trp-l^et-Arg- 
Phe-Ala-COOH in das Verfahren elngesetzt. Photokupptamg des Peptides an Diazirin-derl- 
vierte Glasfaserfilter und anschliessende Sequenzanalyse nacb Edmann werden beschrieben. 



Herstellung von pbotoaktivlerbaren Glasfaserfilteni 

GlasfaserfUter (z.B. GF/C, Fima Whatman) wenlen mit wasserfreier Trlfhioresslgsaure wftb- 
rend 1 Stunde bei Raumtemperatur aktivlert und mit WTriaethoxysllyH-propylamin umge- 
seut. Nach Auswaschen des ReagensOberschusses wlrd die Glasfasennembran bei 50»C (1 
StuDde) behandelt. Der Grad der Belegung mit Amlnofunktionen wird analytiscb bestimmt. 
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Im Mittel werden 10 bis 15 nMol AminofunktSonen pro mg Glasfaserfilcer nachgewiesen. Die 
chemlscbe Kopplung von 3-(Trifluoromethyl)-3-(in-isothiocyanophenyl)diazirin an amlnopropy- 
Itertes Glas erfolgt mlt einexn 10-fachen Ueberscbuss an Vernetzer. (Zur Herstellung von 
Arylazidglas wird in analoger Weise das aminopropylierte Trtgennaterial mlt 4- 
Azidophenyllsothiocyanat umgesetzt). Die Reaktion wird bei 40*C In Cyclohexan durchge- 
fOhrt und ist nach 90 Minuten beendet. Die derlvlerten Clasfaserfllter werden anschliessend 
durcb Filtration mlt organischen LftsungsnUtteln gewaschen. 

Photolcupplung des Peptides 

Zur Photolcupplung wird das Peptid (500 pmol, gelflst in 15 ^1 Wasser) auf den photoaktl- 
vierbaren Glasfaserf liter aufgetropft, mit Argon umspult und wfthrend 16 Minuten mit gefil- 
tertem LIcht einer Quecksilberdampflampe (HBO 350, Osram, 200 Watt Ausgangsleistung) 
bestrahlt. Die gewahlte FilterkombinaUon (WG 320 Langpassfilter» Firma Schott; 1 cm 
gesflttlgte Kupfersulfatl68ung) bewirkt, dass LIcht der Wellenlftnge unter 320 nm wirksam 
absorblert wird. Nach der Pbotokupplung wird der mlt dem P^tid belegte Glasfaserfllter 
mlt L6sungsmitteln unterschiedllcher Polarltftt gewaschen (NaCl, 1 M; Wasser; Ethanol; 
Chloroform; Toluol). 

Sequenzanalyse des, durch Photoaktivlerung gekoppelten Peptides 

Zur Sequenzanalyse eignet sich das Gasphasen-Sequenzverfahren. Die Kopplungsefflzienz, 
gemessen an der Ausbeute der N-terminalen Amlnosdure betragt 10%. Aus Kontrollversu- 
chen, die mit pbotoaktivierbaren Glasfaserf litem und Hexapeptid, Jedoch ohne Lichtaktivie- 
rung durchgefOhrt werden, kann keine Sequenzinformatlon abgeleltet werden. 
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PATENTANSPROCHE 

1- Verfafaren ziir lichtinduzierten Immoblllsienmg von BlomolekQlen |z-B. Elweiss-stoffen, 
Nukleinsfturea, Koblehydraten, Upiden) zum Zweck cincr asalytiscben, diagnostiscfaen, 
medizinischen und/oder gewerblicben Verwendung dadurcb gekeonzelchnet, dass Blo- 
molekOle. in monomolekularen Schlchten auf photoaktlvierbare Trtgermaterialien durch 
Eiostrahlen von Licht oder Applikation elektrischer Eoergie kovalent gebunden werden. 

2. Verfafaren nach Anspruch 1 dadurch gekennzelchnet» das$ ElweissmolekOle, Kohle- 
hydrate oder Nukleinsfiuren zum Zweck dcr chemlschen Analyse und/oder Strukturauf- 
klaning auf pbotoaktivierbare Trdgennaterialien kovalent gebunden werden. 

3. Verfafaren nacfa Anspruch 1 dadurch gekennzeicfanet, dass bnmunologlsch aktive Mole- 
kOle (z.B. Antigene, AntikOrper, Haptene) unter Erhaltung der biologiscben Aktivitfit 
auf pbotoaktivierbare Trdgermaterialien kovalent gebunden werden. 

4. Verfafaren nach Anspruch 1 und 3 dadurch gekennzeicfanet, dass blologisch akUve Mole- 
kflle, insbesondere Enzyme, Rez^toren, Immunologiscb akUve MolekOie zum Zweck der 
HersteUung von Biosensoren photocbemiscb oder durch ApplikaUon elektrischer Enger- 
gie immobilisiert werden. 

5. Verfahren nach Anspruch 1 dadurch gekennzeicfanet, dass ElweissmolekOle, Lipide 
und/oder Kofalehydrate zwecks Vermeldung der Abstossung kdrpcrfremder Substanzen 
pfaotocfaemiscfa auf Oberfldchen von implantaten kovalent gebunden werden. 

5. Verfafaren nach Anspruch 1 dadurcb gekennzeicfanet, dass BlomolekQlc, insbesondere 
Eiweissmolekfile oder Tcile davon, zum Zwedc der HersteJlung von molekularen Schalt- 
elementen pfaotocfaemiscfa oder durch ^likation elektriscfaer Energie immobilisiert 
werden. 
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